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As células progenitoras endoteliais (CPEs) originam-se da medula óssea adulta a 
partir de hemangioblastos e são ditas como uma população de células pluripotentes 
imaturas, com alta capacidade de proliferação, sendo capazes de migrar para locais 
de lesão arterial e participar do remodelamento vascular. Mecanismos relacionados à 
proliferação, migração e adesão das CPEs à locais de lesão ou sítios de 
vasculogênese bem como as vias de sinalização envolvidas na ação efetiva dessas 
células ainda não estão esclarecidos. Os glicosaminoglicanos (GAGs) são 
considerados moléculas antitrombóticas e anticoagulantes, que podem interferir 
também no processo inflamatório de diferentes tecidos. Estudos anteriores realizados 
em nosso laboratório mostraram que o dermatan sulfato (DS), um glicosaminoglicano 
encontrado também na membrana de células endoteliais, e que pode ser utilizado 
com uma droga antitrombótica e anticoagulante, foi capaz de inibir a trombose, 
aumentar a mobilização e o “homing” das CPEs para o local da injúria em modelo de 
lesão arterial in vivo e diminuir o processo inflamatório iniciado após a lesão arterial. A 
heparina (HEP) é outro GAG que tem sido utilizado clinicamente como um potente 
anticoagulante, antitrombótico e anti-inflamatório. Pesquisas in vitro demonstraram 
que a HEP inibe a proliferação e migração de células musculares lisas de 
camundongos. Além disso, foi observado que, células endoteliais tanto humanas 
quanto bovinas, quando colocadas em meio na presença de heparina, aumentaram 
sua capacidade de proliferação e migração. O papel destes GAGs no remodelamento 
do endotélio ainda não está totalmente esclarecido, mas sabe-se que este é um 
processo complexo que depende da matriz extracelular no leito da ferida, bem como 
do estímulo para a migração de novas células endoteliais para o local lesionado e 
que, este processo envolve a ação de inúmeras proteínas/fatores. Este projeto 
buscou estudar o efeito do DS e da HEP na proliferação, morfologia, adesão, 
diferenciação e cicatrização envolvendo células endoteliais de cordão umbilical 
humano (HUVECs), uma linhagem celular estabelecida de células endoteliais adultas 
e CPEs tratadas ou não com 10ng/mL de TNF-α para a indução do processo 
inflamatório. As CPEs foram obtidas a partir do isolamento de células mononucleares 
de medula óssea de camundongos e sua diferenciação foi feita em cultura por 30 
dias. As células foram ativadas utilizando-se o fator de necrose tumoral α (TNF-α) e 
submetidas ao tratamento com DS e a HEP em diferentes concentrações 5μg/mL, 
 
 
10μg/mL, 25μg/mL e 50μg/mL. Verificamos também as interações entre as HUVECs 
com plaquetas in vitro e a presença de eNOS e ICAM na presença dos GAGs e do 
TNF-α. Como resultados, pudemos observar que 50μg/mL de DS e 25μg/mL de 
heparina foram capazes de aumentar a proliferação de HUVECs e CPEs. Já a 
concentração de 50μg/mL de HEP aumentou a proliferação de HUVECs e CPEs em 
48 horas, inibiu a proliferação destas células no tempo de 72 horas. O tratamento das 
HUVECs e CPEs com TNF-α por 24 horas e posteriormente com DS e HEP inibiu a 
proliferação inicialmente estimulada pelos GAGs. O TNF-α aumentou adesão de 
plaquetas na monocamada de HUVECs in vitro e este efeito pôde ser revertido com 
DS e HEP. O DS e a HEP foram capazes de inibir a adesão de plaquetas quando 
colocadas em contato com cultura de HUVECs tratadas com TNF-α. A concentração 
de 50μg/mL de DS foi mais eficaz que 25μg/mL de HEP no processo de cicatrização 
mesmo após o tratamento com TNF-α. O tratamento com 10ng/mL de TNF-α foi 
capaz de aumentar a marcação de ICAM-1 em HUVECs e CPEs, e que esta 
expressão aumentada voltou ao nível do controle com posterior tratamento com DS e 
HEP. O DS induziu maior expressão de eNOS em cultura de HUVECs. Podemos 
então concluir que os GAGs interferem na proliferação e migração das HUVECs e 
EPCs e que o tratamento com TNF-α induz um estado inflamatório que pode ser 
parcialmente reduzido pelo tratamento com os GAGs e que isso pode estar ocorrendo 
principalmente pela diminuição da presença de moléculas de adesão como o ICAM-1 
e também pela diminuição da adesão plaquetária. Estes resultados auxiliam na 
explicação dos efeitos observado em outros estudos in vivo dos GAGs na 
recuperação do endotélio e não só diretamente no processo antitrombótico e 
anticoagulante. 
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Endothelial progenitor cells (EPCs) originate from bone marrow hemangioblasts and 
are considered a population of immature pluripotent cells with high proliferation 
capacity, able to migrate to sites of arterial injury and participate in vascular 
remodeling. The mechanisms related to proliferation, migration and adhesion of EPCs 
to the lesion sites, as well as the signaling pathways involved in the effective action of 
these cells are still unclear. Glycosaminoglycans (GAGs) are considered 
antithrombotic and anticoagulants molecules, that can also interfere in the 
inflammatory process of different tissues. Previous studies conducted in our laboratory 
have shown that dermatan sulfate (DS), a GAGs found on the endothelial cell 
membrane, which can be used as an antithrombotic and anticoagulant drug, has been 
able to inhibit thrombosis, increase mobilization and homing of EPCs and to decrease 
the inflammatory process initiated after the arterial lesion. Heparin (HEP) is another 
GAG that has been used clinically as a potent anticoagulant, antithrombotic and anti-
inflammatory drug. In vitro research has shown that the HEP inhibits the proliferation 
and migration of smooth muscle cells in mice. In addition, it was observed that both 
human and bovine endothelial cells, when placed in medium in the presence of 
heparin, increased their proliferation and migration capacity. The role of these GAGs in 
endothelial remodeling is not yet fully understood, but it is known that this is a complex 
process dependent on the extracellular matrix in the wound bed, as well as the 
stimulus for the migration of new endothelial cells to the injured site and that, this 
process, involves the action of numerous proteins / factors. This project aimed to study 
the effect of DS and HEP on cell proliferation, morphology, adhesion, differentiation 
and healing involving human umbilical cord endothelial cells (HUVECs), an 
established cell lineage of adult endothelial cells and EPCs, a progenitor cell treated or 
not with 10ng/mL of tumor necrosis factor α (TNF-α). EPCs were obtained from mice 
bone marrow mononuclear cells differentiated with an special medium in culture for 30 
days. Cells were induced to a pro-inflamatory state using TNF-α and treated with DS 
and HEP at different concentrations 5μg/mL, 10μg/mL, 25μg/mL e 50μg/mL. We also 
verified the interactions between HUVECs with platelets and in vitro and the 
expression of eNOS and ICAM-1 in the presence of GAGs and TNF-α. As results, we 
observed that 50μg/mL of DS and 25μg/mL of heparin were able to increase the 
proliferation of HUVECs and CPEs. The concentration of 50μg/mL of HEP increased 
 
 
the proliferation of HUVECs and CPEs in 48 hours, inhibiting the proliferation of these 
cells after 72 hours. Treatment of HUVECs and CPEs with TNF-α for 24 hours blocked 
the proliferation increase observed writ DS and HEP. TNF-α increased platelet 
adhesion in the monolayer of HUVECs in vitro and this effect can be reversed through 
DS and HEP treatments. DS and HEP were able to inhibit platelet adhesion when 
placed in contact with HUVECs treated with TNF-α. The concentration of 50μg/mL DS 
was more effective than 25μg/mL HEP in the wound healing assay even after 
treatment with TNF-α Treatment with 10ng of TNF-α was able to increase the 
expression of ICAM-1 in HUVECs and CPEs, and this increased expression was 
normalized with subsequent treatment with DS or HEP. DS also induced higher eNOS 
expression in culture of HUVECs. We can conclude that GAGs interfere in the 
proliferation and migration of HUVECs and EPCs and that, the treatment with TNF-, 
induced an inflammatory state that can be partially reduced by GAGs treatments, 
mainly by the decreased expression of adhesion molecules like ICAM-1 and 
decreased platelet adhesion. These results may help to explain the in vivo effect of 
GAGs in endothelial recovery acting not only as antithrombotic and anticoagulant 
drugs but as endothelial healing agents. 
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Células progenitoras endoteliais  
 
As células progenitoras endoteliais (CPEs) tem se destacado em pesquisas 
com foco na medicina regenerativa com aplicações terapêuticas na engenharia de 
tecidos vasculares e terapia celular, especialmente no tratamento de doenças 
cardiovasculares e vasculares relacionadas 1; 2; 3.  
 
Este tipo celular foi descrito pela primeira vez em 1997 por Asahara et al.4 
como sendo células CD34+ isoladas do sangue periférico humano adulto com 
capacidade de se diferenciarem in vitro em células com fenótipo endotelial 4; 5; 6. 
Originadas de hemangioblastos durante o desenvolvimento embrionário, as CPEs são 
conhecidas como uma população de células imaturas multipotentes com alto potencial 
proliferativo, migratório e de diferenciação em linhagem de células endoteliais (CEs) 
e/ou para secretar diferentes fatores de crescimento angiogênicos e citocinas 4; 7; 8; 9.  
As CPEs são encontradas principalmente na medula óssea em uma população 
de células indiferenciadas, denominadas células mononucleares (CMNs) 10. Tais 
células podem ser obtidas de outros diferentes tecidos e órgãos que mantêm em si 
uma pequena porção de células tronco tais como: no sangue periférico 4, sangue de 
cordão umbilical 11, fígado fetal, baço e gordura 5.  
As CMNs da medula óssea apresentam uma alta capacidade de diferenciação 
em vários tipos celulares como monócitos e leucócitos, além de adquirir 
características endoteliais em diferentes estágios quando extraídas e cultivadas in 
vitro em meios contendo fatores específicos para sua diferenciação 10; 4; 12. Durante o 
processo de diferenciação, as CMNs expressam proteínas/marcadores em sua 
membrana que podem aumentar ou diminuir gradualmente sua expressão, o que 
possibilita a caracterização destas em diferentes etapas do processo de diferenciação 
entre CPEs e CEs 10.  
Atualmente a identificação das CPEs pode ser realizada através da análise do 
seu aspecto morfológico, capacidade de formação de colônias e de estruturas 
semelhantes a “tubos” em cultura e da expressão de marcadores celulares (figura 1). 
21 
 
Os principais marcadores destas células são os marcadores de células tronco 
hematopoiéticas CD34+, CD133 e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-
2), além do marcador de CEs maduras, o CD3113; 14. O marcador CD34+ é uma 
proteína presente na membrana celular considerada primordial no início da 
hematopoese, a qual mantém a importante ligação entre à célula tronco e matriz da 
medula óssea 4; 14; 15. Carneiro et al.12  em nosso laboratório, estabeleceu o método de 
isolamento, diferenciação e expansão de CPEs in vitro em diferentes meios de cultura 
e, além disto, caracterizou estas células através de imunocitoquímica e citometria de 
fluxo, onde observou a presença dos marcadores específicos deste tipo celular já 
descritos acima.  
 
Figura 1. Perfil de marcadores expressos em CPEs ao longo do tempo. 
(Adaptado de Williams et al., 2015)16 
 
As CPEs se destacam pela sua grande importância em dois processos distintos 
que estão associados à estrutura vascular nos organismos vertebrados: a 
vasculogênese e a angiogênese (figura 2). A vasculogênese leva ao desenvolvimento 
de novos vasos sanguíneos a partir de angioblastos ainda na fase embrionária. Já a 
angiogênese é o fenômeno de crescimento e extensão de uma rede de capilares 
preexistente por todo o corpo que ocorre mediante da proliferação e migração de 




Figura 2. Vasculogênese e Angiogênese. A vasculogênese é o desenvolvimento de 
novos vasos sanguíneos a partir de células tronco. A angiogênese é o crescimento e 
extensão de uma rede de capilares preexistente. (Adaptado de Chinoy et al., 2003)19.  
 
Além disto, estudos têm descrito as CPEs como biormarcadores de doenças 
cardiovasculares e investigado sua função na neovasculogênese, processo pelo qual 
ocorre a reparação de vasos lesionados 20; 21. Guimarães et al. 22 constatou uma 
diminuição do marcador CD34+ e diminuição da capacidade migratória e do número 
de CPEs da medula óssea em mulheres com hipertensão  quando comparadas com 
mulheres normotensas saudáveis, o que considerou as CPEs como um importante 
marcador biológico na análise do estado hipertensivo de pacientes. De acordo com 
experimentos realizados por Werner et al. 23 e Atluri et al. 24 em casos de denudação 
endotelial e isquemia cardíaca após a injúria vascular, as CPEs foram capazes de se 
diferenciar em CEs e reduzir a formação da neointíma, além de atuar na formação de 
novo vasos (neovascularização) através da terapia celular. A camada neontíma é 
caracterizada pelo estreitamento do vaso por consequência da migração de células 
musculares lisas para o lúmen do vaso diminuindo o fluxo sanguíneo 25. Godoy et al.1 
ao investigar os efeitos  da administração de DS com CMNs, que inclui potenciais 
progenitores endoteliais  em camundongos C57Bl/6 após lesão arterial, observou que 
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os grupos tratados com DS e CMNs tiveram uma recuperação endotelial mais 
eficiente devido ao aumento destas células no local da lesionado. Em 2015, Godoy et 
al.26 ao analisar os efeitos do tratamento com DS em conjunto com CPEs na resposta 
inflamatória inicial, demonstraram que a administração deste GAG com CPEs foi 
eficaz ao aumentar a expressão de moléculas de adesão e eNOS no local da lesão, 
além de aumentar a migração e adesão de CPEs na parede do vaso, diminuindo a 
inflamação local em camundongos C57Bl/6 a após lesão da carótida.  Kawamoto et 
al.27 em um estudo pré-clínico, infundiu CPEs diferenciadas in vitro na área isquêmica 
induzida em ratos e observaram, através de estudos histológicos, a presença destas 
células na área de recuperação da lesão tecidual. Estas pesquisas já realizadas 
reforçam a hipótese de que as CPEs são capazes de participar de forma eficaz no 
remodelamento da região lesionada no endotélio. 
 
Células endoteliais adultas 
 As células endoteliais (CEs) se originam principalmente da medula óssea e do 
sangue de cordão umbilical e placentário 28; 29 e estão localizadas na camada mais 
interna do vaso sanguíneo voltadas para o lúmen do vaso 30; 31. As CEs mais 
utilizadas como modelo de estudo para melhor compreender os mecanismos ligados 
ao endotélio e doenças relacionadas são as células endoteliais da veia umbilical 
humana, ou no inglês human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 5. Este tipo 
celular é de simples obtenção, visto que o cordão umbilical é descartado logo após o 
parto, além de ser facilmente isoladas diferenciadas e expandidas in vitro 29; 32. Elas 
podem ser identificadas através da expressão de marcadores como CD31, vWF e 
eNOS 15; 33; 34. De acordo com Zhang et al.35, os níveis distintos destes marcadores 
provavelmente estão relacionados às diferentes fases de diferenciação  das CPEs e 
CEs 5; 15; 36. A molécula 1 de adesão celular endotelial à plaqueta (PECAM-1) ou 
também denominada CD31 é uma proteína de adesão pertencente a família das 
imunoglobulinas, que apresenta uma significativa expressão em CEs, leucócitos e 
plaquetas. Esta molécula está localizada nas junções endoteliais onde medeia a 
interação entre estas células e principalmente com leucócitos no processo de 
transmigração, diante de uma resposta inflamatória e da angiogênese 13. O vWF é um 
polímero proteico presente no sistema hemostático, sendo produzido principalmente 
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por células endoteliais e megacariócitos. Este fator exerce papel duplo no sistema 
mantendo os níveis do fator de coagulação VIII (proteína procoagulante), além de 
mediar à adesão de plaquetas em lesões vasculares 34. A enzima eNOS é a principal 
isoforma de óxido nítrico sintase endotelial e forma o óxido nítrico (NO), que é 
responsável permeabilidade dos vasos sanguíneos, promovendo a dilatação destes e 
também podendo inibir potencialmente a adesão e agregação plaquetária e 
leucocitária. A expressão de eNOS é uma boa marcadora de endotélio saudável 33; 37.  
 
 Lesão vascular  
A neovascularização é desencadeada por uma sequência linear de eventos 
que incluem a quimiotaxia, migração, adesão, e a diferenciação de CEs e CPEs em 
resposta a sinais liberados após a lesão. Esta sinalização envolve mecanismos 
moleculares que contém uma gama de citocinas, fatores de crescimento e receptores 
envolvidos em todo processo de reparação tecidual 15; 38. Dados científicos indicam 
que o ponto de partida para a mobilização (homing) de CPEs ainda indiferenciadas e 
no seu nicho quiescente, está relacionada principalmente à ativação de enzimas 
proteolíticas e proteinases da matriz extracelular, chamadas de metaloproteinases 
(MMPs). A MMP-2 e MMP-9 são enzimas características de matriz extracelular sendo 
consideradas gelatinases fundamentais neste processo, pois sua ativação promove a 
clivagem do ligante c-kit, uma proteína que promove a ancoragem das células 
progenitoras no estroma da medula óssea39; 40. Estas proteínas, quando clivadas 
permitem a liberação e migração das células progenitoras para o sangue periférico e 
também participa da adesão de CPEs às CEs presentes na monocamada endotelial, 
o que viabiliza sua migração e adesão ao local lesionado através do processo 
denominado transmigração 41; 42.  
A quimiotaxia é um processo celular ativado principalmente durante condições 
de hipóxia e tecidos isquêmicos. Devido ao baixo nível de CPEs na corrente 
sanguínea, este processo de atração química é essencial para recrutar um número 
significativo destas células da medula óssea 15. O Fator derivado de estroma 1 (SDF-
1) é uma importante quimiocina que está presente tanto no plasma quanto no local 
lesionado e que, quando ligada ao receptor CXCR4, participa da hematopoese, induz 
a migração, adesão celular e o desenvolvimento vascular 43; 44. Godoy e cols 2015 26, 
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em nosso laboratório demonstraram que o tratamento com DS nos animais que 
sofreram lesão arterial, aumentou os níveis de SDF-1 na corrente sanguínea.  
 
Remodelamento do endotélio 
A cicatrização da lesão arterial é um processo que envolve principalmente 
interações entre CEs, plaquetas e leucócitos e células musculares lisas mediadas por 
proteínas/fatores solúveis e ligados a matriz extracelular. Este processo é dividido em 
três essenciais fases: trombose, inflamação e formação do novo tecido endotelial45; 46. 
Nas etapas de trombose e inflamação, a lesão tecidual provoca a ruptura dos 
vasos sanguíneos, com perda de endotélio e o extravasamento dos componentes do 
sangue, principalmente plaquetas. Estas células por sua vez, facilitam a formação de 
um tampão hemostático, o trombo, com adesão de plaquetas e formação de uma rede 
de fibrina pela ativação da trombina; proteína/enzima presente no plasma cuja função 
é converter fribrinogênio em fibrina após ativação da cascata de coagulação 
sanguínea 47; 48. As plaquetas ainda são capazes de secretar diversos mediadores de 
cicatrização, tais como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator 
de crescimento transformante- β (TGF-β), o fator de crescimento epidérmico (EGF), o 
fator de crescimento transformante-α (TGF-α) e o fator de crescimento de células 
endoteliais (VEGF), além de glicoproteinas adesivas como a fibronectina e 
trombospondina, que são importantes constituintes da matriz extracelular 49; 50. Estes 
fatores auxiliam no recrutamento das células inflamatórias para local da lesão, como 
neutrófilos e monócitos. Estas células inflamatórias também produzem 
proteínas/fatores de crescimento que atuam no reparo da lesão em conjunto com 
células musculares e células endoteliais após serem recrutadas 45; 51. Em respostas 
aos inúmeros agentes inflamatórios, as CEs expressam proteínas importantes para 
que ocorra a adesão celular, tais como a P-selectina e a ICAM. A P-selectina é 
armazenada em grânulos de onde são rapidamente mobilizadas para a superfície 
celular, sendo responsáveis pelo processo denominado rolamento leucocitário 52. A 
molécula de adesão intercelular (ICAM) encontra-se na superfície apical e basolateral 
das células endoteliais e tem como papel auxiliar a transmigração leucocitária nas 
reações inflamatórias 53. 
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Já na fase de remodelação tecidual, que se inicia algumas horas após a lesão 
ocorre à maturação dos elementos e modificações na matriz extracelular com o 
depósito de proteoglicanos e colágeno. Nesta etapa, algumas citocinas estão 
envolvidas como o fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina (IL-1), PDGF e TGF-
β54; 55. Durante o remodelamento, células inflamatórias e fibroblastos desaparecem do 
local da lesão pelo processo de emigração, apoptose, ocorre então à redução celular 
e o desenvolvimento do tecido de cicatrização no endotélio 65; 66.  
A literatura descrita apresenta o importante papel de CEs no remodelamento 
vascular. Entretanto, ainda não se sabe como CPEs atuam neste processo após 
serem submetidas ao tratamento com os GAGs DS e HEP in vitro.  
 
Fator de Necrose Tumoral 
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma citocina pleitrópica identificada 
pela primeira vez em 1935 56. Esta citocina cujo seu peso molecular é de 26 kDa, é 
produzida principalmente por macrófagos e linfócitos ativados. Entretanto, inúmeros 
outros tipos celulares podem sintetiza-la, incluindo mastócitos, neutrófilos, fibroblastos 
e CEs em caso de lesão tecidual 57. Posteriormente à sua síntese, esta molécula é 
expressa na membrana plasmática, na qual o seu domínio extracelular pode ser 
clivado por metaloproteinases da matriz, o que resulta na liberação de sua forma 
solúvel 58.  
Alguns estudos descrevem que células residentes no tecido lesionado 
respondem rapidamente produzindo TNF-α, o qual induz a liberação de quimiocinas 
em inúmeras outras células locais em condições patológicas. Desde então, o TNF-α 
tem sido implicado na fisiopatologia de muitas doenças e reconhecido como um 
regulador chave da resposta inflamatória 57; 59.  
O TNF- α liga-se em dois receptores diferentes denominados TNFR1 e TNFR2 
que são expressos por diferentes células para iniciarem as vias de transdução de 
sinal. As cascatas de sinalização levam a uma variedade de respostas celulares, 
incluindo morte celular, sobrevivência, diferenciação, proliferação e migração. Ao 
ativar as células endoteliais, estas células sofrem inúmeras alterações e passam a 
expressar moléculas de adesão (ICAM-1, VCAM-1) que auxiliam no recrutamento de 
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leucócitos ao local da inflamação, além de produzir proteínas pró-coagulantes que 
podem levar a formação de trombo 60.  
Sainton et al.61 demonstrou que o tratamento com 10ng/mL de TNF-α em 
cultura de CEs, induziu uma modificação no fenótipo destas células, tornando-as 
capazes de acelerar o processo de angiogênese in vitro através de ensaios com 
matrigel. Diante disto, O tratamento de células endoteliais com TNF-α mimetiza a 
ativação do endotélio por lesão exógena e por fatores intrínsecos liberados na 
circulação sanguínea, sendo um bom modelo de estudos da atividade endotelial após 
lesão e na reparação tecidual 61; 62. 
 
Dermatan Sulfato  
O DS é um glicosaminoglicano (GAGs) presente na matriz extracelular e na 
membrana plasmática de diversas células 63; 64. Ele é formado por uma sequência 
linear de unidades repetidas de dissacarídeos, especificamente um ácido idurônico e 
N-acetilgalactosamina (IdoA-GalNAc) (Figura 3) 65; 66; 67. Seu padrão de sulfatação 
pode variar de posição entre DS de diferentes tipos de tecidos e células. No entanto, 
os mais comuns envolvem principalmente a sulfatação em C-4 da GalNAc e em uma 
considerável porção de C-6 também da GalNAc. Esta diferença nas suas posições 
sulfatadas podem influenciar na sua função fisiológica no organismo 65; 67. 
 
Figura 3. Estrutura da unidade dissacarídica do dermatan sulfato. Composto por 




Este polissacarídeo está presente praticamente em todas as células de 
vertebrados. Sua biossíntese ocorre no retículo endoplasmático e no complexo de 
Golgi e pode ser encontrado com abundância em tecidos conjuntivos, peles, 
cartilagens, ligamentos, tendões e nos vasos sanguíneos 63; 67; 69.  
Devido a sua composição molecular, bem como sua distribuição nos diferentes 
tecidos, o DS está envolvido na regulação de múltiplas atividades fisiológicas e 
patológicas no organismo. Além de compor a matriz extracelular, esta macromolécula 
tem um importante papel nos processos de trombose, aterosclerose, divisão celular, 
morfogênese e nas interações com outras moléculas e células 63; 68; 70. O efeito do DS 
como agente antitrombótico é dependente da ligação deste com o cofator de heparina 
II (HCII). Ele é um inibidor de serina protease (serpina), homólogo a antitrombina III 
que ao se ligar a trombina inibe sua atividade sobre o fibrinogênio. A ligação do DS ao 
HCII aumenta este efeito inibitório em até 1000x 71.   
Tovar et al.69 investigaram diferentes GAGs extraídos de aortas e veias 
humanas in vitro e in vivo, e observaram que o DS é o principal GAG com atividade 
anticoagulante e antitrombótica encontrado na parede de vasos sanguíneos 
ateroscleróticas, especialmente na camada adventícia da artéria carótida, e que esse 
GAGs possa ser responsável pela ativação do HCII na cascata de coagulação.   
Estudos utilizando camundongos selvagens demonstraram que o tratamento 
com DS em foi capaz de impedir a formação de neointima durante o processo de 
aterosclerose, mas não demonstrou a mesma eficácia em camundongos deficientes 
de HCII. Isto ocorre porque a ligação do HCII ao DS é capaz de inibir os estímulos 
sobre a trombina, além de promover a adesão de células musculares lisas e induzir as 
CEs a recrutar leucócitos e macrófagos, diminuindo a formação de neointima 72; 73. 
Godoy et al.1 demonstraram que a utilização de DS em conjunto com as CMNs 
da medula óssea de camundongos C57BL/6 foi capaz de diminuir a formação de 
neointima após a lesão arterial; ao mesmo tempo, o DS aumentou a migração e 
adesão de células mononucleares no local da injúria. Godoy et al.26 observou ainda 
que a administração de DS com CPEs foi capaz de diminuir a resposta inflamatória 
inicial em camundongos, além de estimular um aumento na migração de CPEs para o 
local lesionado.  
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Barbara et al.74 após analisar in vitro os efeitos do ácido idurônico do dermatan 
sulfato na migração direcional de células musculares da aorta em camundongos 
deficientes de DS-epi1-/-; principal epimerase responsável por catalisar o ácido 
idurônico (IdoA), constatou que a redução do ácido idurônico altera a persistência 
direcional e a adesão dessas células migratórias. Belmiro et al.75 demonstraram que a 
administração subcutânea de DS possui atividade anti-inflamatória  após ser testado 
em modelos de colite em ratos, induzida por instilação intracolônica de uma solução 
com a presença de 2, 4,6-trinitrobenzenossulfônico. Todos os estudos citados 
anteriormente corroboram a hipótese de que o DS possa ser um poderoso composto 
clínico para o tratamento e/ou prevenção de doenças hematológicas como a 
trombose. Experimentos in vivo em nosso laboratório demonstraram também que o 
DS pode evitar a formação de neointima e o processo inflamatório e que pode facilitar 
a migração de CPE para o local da lesão arterial estimulando o remodelamento 
endotelial 26. No entanto os estudos in vivo não permitem compreender como o DS 
atua sobre as células endoteliais e as CPEs, por isso é importante estudar in vitro 
esta situação, isolando o efeito do DS em diferentes processo celulares buscando 
compreender os mecanismos de ação deste GAG nas células endoteliais.   
 
Heparina  
A heparina (HEP) é um GAG que foi descoberto por McLean em 1916 76. Sua 
estrutura química é composta por unidades dissacarídicas que se repetem, nas quais 
se alternam resíduos de ácido L-idurônico (IdoA) ou D-glicurônico (GlcA) e uma 
glicosamina (Glc) (Figura 4), cujo peso molecular pode variar entre 2000 a 40.000 Da 
77; 78; 79. Este composto está presente em mastócitos de tecido conjuntivo, sendo 




Figura 4. Estrutura da unidade dissacarídica da heparina. Composta por resíduos 
de ácido idurônico e glicosamina (Adaptado de Mulloy et al., 2016) 82 . 
 
Após sua descoberta acerca de 100 anos, a HEP abriu caminhos na pesquisa 
científica quanto a sua eficácia no processo de coagulação sanguínea. O primeiro 
estudo clínico que destacou suas propriedades anticoagulantes e antitrombóticas 
iniciou em 1935 e permanece como um dos mais importantes fármacos no tratamento 
e/ou prevenção contra, principalmente, doenças tromboembólicas até os dias de hoje 
75; 81; 83. Investigações moleculares sobre o efeito da HEP na cascata coagulação 
revelaram que este GAG é capaz de interagir com a antitrombina (ATIII) (figura 5), a 
qual sofre uma alteração conformacional, que aumenta a taxa de inativação de 
proteases envolvidas na coagulação, especialmente a trombina e os fatores Xa e IXa 




Figura 5. Mecanismo da ação anticoagulante da heparina. Este diagrama mostra o 
mecanismo de ação da heparina. A heparina contém um único pentassacarídeo que 
se liga a antitrombina III (ATIII). Na maioria das interações da heparina com a ATIII, o 
domínio de trombina longo forma um complexo ternário com trombina. (Adaptado de 
Poterucha et al., 2016) 84. 
Além de seu potente efeito na cascata de coagulação, estudos apontam que 
esta molécula possui outras propriedades farmacológicas como antitumorais e anti-
inflamatórias 85. Wang et al.86 após analisar as respostas inflamatórias em 
camundongos, observaram que, em comparação com camundongos selvagens, as 
respostas inflamatórias em camundongos knockout para a L- e P- selectinas foi 
atenuada, e que o tratamento com heparina ampliou ainda mais essa atenuação. 
Sugerindo então que os efeitos anti-inflamatórios da heparina podem ser devido a um 
bloqueio de L- e P-selectinas.  
Sob condições patológicas, a HEP ainda tem um papel importante ao modular 
os processos de proliferação, migração, diferenciação e adesão de CEs na reparação 
de vasos lesionados87. Além disso, existem estudos relacionados ao uso de heparina 
no processo de cicatrização em feridas de reimplante e cirurgia vascular. Os efeitos 
da HEP foram estudados no processo de cicatrização epitelial usando-se um modelo 
de lesões degloving. Este processo envolve uma lesão de tecido mole definida como 
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uma lesão traumática da pele e do tecido subcutâneo. Neste processo foram 
observados efeitos positivos da HEP na cicatrização após a lesão. 
Já em pesquisas in vitro, demonstraram que a HEP inibe a proliferação e 
migração de células musculares lisas de camundongos 88; 89. No entanto, Observou-se 
que células endoteliais tanto humanas quanto bovinas quando colocadas em meio na 
presença de HEP aumentaram sua capacidade de proliferação e migração in vitro 90; 
91. Estas observações suportam o conceito de que a HEP pode ser um relevante 
regulador da função de células musculares lisas e células endoteliais. 
Porém, os efeitos da HEP envolvidos nos processos celulares envolvendo 
CPEs in vitro ainda não estão bem esclarecidos, sendo de grande importância o 
estudo destes, uma vez que a HEP poderia ser um agente fundamental quando usada 
na terapia celular. 
 A busca pelo desenvolvimento de uma nova molécula mais eficaz, de fácil uso 
e mais segura para o tratamento e prevenção de doenças relacionadas à 
hipercoagulação, na tentativa de substituir a HEP já utilizada como fármaco, tem sido 
promissora. Visto isso, é de grande interesse a comparação experimental entre a HEP 
e o DS, dado que estudos apontam o DS como uma principal alternativa eficiente no 
tratamento de doenças hematológicas 1; 26; 75; 92.  
  
OBJETIVO GERAL 
Isolar as células mononucleares de medula óssea de camundongos C57BL/6 e 
cultivá-las em meio de cultura EGM-2 por 30 dias até sua diferenciação em CPEs e 
determinar o efeito do DS e HEP na proliferação, morfologia, adesão e cicatrização 
destas células tratadas com TNF-α e comparar estes efeitos com os observados com 
culturas de células HUVECs.  
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Isolar as células mononucleares de medula óssea de camundongos C57BL/6 e 
diferenciá-las em células progenitoras endoteliais por 30 dias com meio EGM-




2. Determinar as concentrações ideais de DS e HEP para o tratamento de 
HUVECs e CPEs in vitro no ensaio de proliferação celular. 
3. Tratar as HUVECs e CPEs com TNF-α para a realização dos experimentos a 
seguir: 
4. Testar o efeito do DS e HEP na proliferação destas células. 
5. Estudar a influência do tratamento com DS e HEP na expressão de ICAM e 
eNOS nestas células. 
6. Analisar a migração celular das HUVECs e CPEs tratadas com DS e HEP em 
um modelo de cicatrização in vitro  
7. Verificar o efeito do DS e HEP no processo adesão entre HUVECs e plaquetas 
in vitro.  
 
MATERIAL E MÉTODOS  
Todos os experimentos foram realizados de acordo com a aprovação da 
Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA, protocolo nº 3916-1.  
Animais  
Para a obtenção das células mononucleares foram utilizados camundongos 
machos da linhagem C57BL/6 adquiridos no CEMIB/UNICAMP com idade entre 7-8 
semanas de vida, pesando cerca de 24g. 
 
Isolamento de células mononucleares (CMN)  
  A obtenção das células foi feita extraindo-se a medula óssea de 5 
camundongos por vez, tendo sido feitas 6 extrações ao longo da tese, como será 
descrito a seguir. As células diferenciadas foram congeladas e armazenadas em 
nitrogênio líquido até sua utilização. Os camundongos foram eutanasiados com 
superdosagem anestésica (ketamina- 500 mg/kg e xilasina- 40 mg/kg) e depois 
colocados em solução de álcool iodado para assepsia. Em seguida, as células 
mononucleares foram extraídas da medula óssea através da lavagem dos ossos 
longos fêmur, tíbia e úmero posteriormente a abertura das epífises, permitindo assim 
que a medula fosse perfundida com meio DMEM suplementado com 10% de soro 
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fetal bovino e 1% de penicilina. Após a extração da medula, seguiu-se com o 
procedimento de separação das células por gradiente de ficoll (Ficoll Paque Plus) com 
centrifugação a 1500 rpm durante 40 minutos, possibilitando assim o isolamento das 
células mononucleares totais 93 que encontram-se na interfase entre o meio DMEM e 
o Ficoll. Na sequência, as células mononucleares foram recolhidas em um tubo falcon 
de 15ml, lavadas 2x com PBS para retirar o Ficoll, ressuspendidas em 1mL de meio 
EGM-2 e cultivadas. 
 
Cultivo de células mononucleares e diferenciação em células progenitoras 
endoteliais  
 
Após o isolamento com Ficoll, as células foram plaqueadas em garrafas 25cm2 
cobertas com gelatina 1% (Gelatin from bovine skin, Type B – Sigma–St Louis, 
MO/USA). A gelatina solubilizada em água em banho Maria, e colocada no frasco de 
cultura 1mL por frasco e incubada por 1 hora. O excesso de gelatina é retirado, o 
frasco lavado com PBS. O meio EGM-2 (LONZA) suplementado com o kit para cultura 
de células endoteliais (LONZA) e 10% de SFB, foi utilizado para cultivo e 
diferenciação das células mononucleares em CPEs. A cultura foi mantida em estufa 
CO2 5%, a 37°C umidificada. Trocou-se o meio das células a cada 2 dias, e para os 
experimentos utilizou-se as células a partir da  5ª passagem. Além disso, as CPEs 
foram expostas a diferentes situações, submetidas a distintas concentrações ou não 
de DS e HEP (5μg/mL, 10μg/mL, 25μg/mL e 50μg/mL). As células também foram 
tratadas ou não com 10 ng/mL de TNF-α por 24h. A morfologia foi observada 24, 48 e 
72 horas após a exposição aos diferentes GAGs. 
 
Caracterização das células progenitoras endoteliais 
 
A caracterização das CPEs foi realizada por citometria de fluxo no FACScalibur 
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ/USA). Nestas células obtidas da medula óssea, 
foi analisada a expressão de marcadores de superfície usando anticorpo rat anti-
mouse CD34-FITC (eBioscience, San Diego, CA- USA), rat anti-mouse CD31 





Células Endoteliais Adultas 
As células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) (Cell Biologics, Reino 
Unido) é uma linhagem já estabelecida e foram expandidas em cultura em meio 
DMEM suplementado com 10% de SFB para realização dos experimentos.  
 
Grupos analisados  
Os grupos analisados foram:  
 
 
  DS HEP TNF-α 
 HUVECs  
Controle     
 
HUVECs   x 
HUVECs x   
HUVECs    x  
HUVECs    x x 
HUVECs x  x 
 
Para o experimento de adesão celular foram utilizadas plaquetas, após tratar 
HUVECs com diferentes tratamentos descritos acima.  
  DS HEP TNF-α 
CPEs  
Controle  S   
 
CPEs   x 
CPEs x   
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CPEs   x  
CPEs    x x 
CPEs x  x 
 
Ativação das células progenitoras endoteliais e endoteliais maduras com TNF-α  
 
As HUVECs e CPEs foram plaqueadas em placas de 24 poços (2x105 
células/poço) e 96 poços (104 células/poço) e cultivadas em meio EGM-2 
suplementado com 2% de SFB e 10ng/mL de TNF-α. O tratamento com TNF-α para 
todos os experimentos foi realizado por 24 horas logo após as células serem 
plaqueadas. Em seguida, as células foram utilizadas nos experimentos descritos a 
seguir 61. 
Ensaio de proliferação e celular 
 
Para determinar a proliferação celular, foram plaqueadas 104 células/mL de 
HUVECs e CPEs por poço de 96 poços com 150µL de meio DMEM (HUVECs) ou 
EGM-2 (CPEs) na presença ou ausência de 10 ng/mL de TNF-α, por 24 horas. Em 
seguida, trocou-se o meio com TNF-α por meio DMEM ou EGM-2, de acordo com o 
tipo celular, contendo 5μg/mL, 10μg/mL, 25μg/mL ou 50μg/mL de DS ou HEP. A 
proliferação foi analisada nos tempos 24, 48 e 72 horas através do ensaio 
colorimétrico utilizando sulforrodamina B (SRB). O corante SRB baseia-se em um 
método de citotoxicidade de quantificação colorimétrica de proteínas celulares totais 
em culturas de células. Sob condições levemente ácidas o corante é capaz de ligar-se 
aos resíduos básicos de aminoácidos proteicos, em células viáveis previamente 
fixadas com ácido tricloroacético (TCA) 94. Keepers et al. 95 demonstraram que o 
ensaio de SRB é mais eficaz em comparação com o ensaio de tetrazolium (MTT) 
quando testados em diferentes linhagens de células, sendo este um método de fácil 
realização e bastante reproduzível.  
Para análise no final de cada respectivo tempo em cultura, retirou-se 
cuidadosamente o meio e lavou-se cada poço 2 vezes com PBS e, em seguida foram 
adicionados 50µL de TCA 50% em todos os poços, incluindo brancos e controles. 
Para completar a fixação celular, as placas foram mantidas durante 1 hora a 4ºC. 
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Posteriormente ao período de fixação, as placas foram submetidas a quatro lavagens 
consecutivas com água destilada para a remoção dos resíduos de TCA, meio e SFB. 
Estas placas foram mantidas à temperatura ambiente para a secagem completa. Após 
o período de secagem, foram adicionados em cada poço 50µL de solução de SRB a 
0,4% e na sequência, as placas de cultura foram colocadas durante 30 minutos a 4ºC, 
de modo a permitir a incorporação do corante. Depois do período de incubação 
removeu-se a solução corante SRB e lavou-se quatro vezes cada poço com 100µL de 
ácido acético a 1%. Sucessivamente, adicionou-se em cada poço 150µL de Trizma 
Base a 10µM com o objetivo de lisar as células e assim, liberar as proteínas coradas 
com SRB. A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em 940 nm em 
um leitor de microplacas (Biotek® - Synergy/USA) o que permitiu determinar a 
proliferação celular após terem sido submetidas a diferentes concentrações de GAGs.  
Após as análises de proliferação celular com as diferentes concentrações de 
DS ou HEP, foi determinado que as melhores concentrações seriam 50 µg/mL de DS 
e 25 µg/mL de HEP, e todos os experimentos restantes passaram a utilizar estas 
concentrações.  
 
Ensaio de cicatrização celular 
As HUVECs e CPEs foram plaqueadas em placas de 24 poços a uma 
densidade de 5x104 céls/poço e tratadas com 10ng/mL de TNF-α em meio DMEM e 
EGM-2 durante 24 horas. Após este tempo, as células foram tratadas com DS 
(50µg/mL) ou HEP (25 µg/mL) por 72 horas. Em seguida, realizou-se uma lesão na 
monocamada celular no centro de cada poço em forma de uma linha paralela com o 
auxílio de uma ponteira de 200μL estéril (figura 4). O processo de cicatrização foi 
registrado com câmera (Moticam 2500) acoplada ao computador logo após a 
realização da lesão a cada 6 horas (T0h, T6h, T12h, T18h e T24h), por 24 horas. A 
velocidade de fechamento da lesão foi determinado pelo programa ImageJ®, medindo 
3 diferentes regiões diferentes para análise dos dados (figura 6). Calculou-se a média 
das distâncias e a porcentagem da área lesionada foi realizada pela equação 




Figura 6. Modelo de medição de lesão. Microscopia de contraste de fase da 
monocamada celular lesionada. A seta indica uma das 3 regiões diferentes da lesão 
que foram medidas pelo programa ImageJ® para análise de dados. Aumento 200x 
 
Imunofluorescência para ICAM-1 e eNOS 
 
Para caracterização da expressão de alguns marcadores celulares, as 
HUVECs e CPEs foram plaqueadas em placas de 24 poços com lamínulas cobertas 
de gelatina 1%, na concentração de 2x104 células/ml em meio DMEM ou EGM-2 
contendo TNF-α ou não, DS (50µg/mL) ou HEP (25µg/mL) ou não, como descrito 
acima. Passado os tempos estabelecidos, as células foram lavadas 1x com PBS por 5 
minutos, fixadas com 200μL de acetona por 30 minutos à 4ºC e lavadas novamente 
1x com PBS por 5 minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com 200μL 
de PBS/BSA 1% por 1 hora à temperatura ambiente para bloquear ligações 
inespecíficas. Seguiu-se então com a retirada do PBS/BSA 1% e incubação com 
200μL dos anticorpos primários: ICAM-1 anti-mouse (R&D systems) e eNOS anti-
mouse (Santa Cruz Biotechnology) diluídos 1:100 em PBS/BSA 1% por 2 horas à 
temperatura ambiente e protegidos da luz. Após o período de incubação, o excesso 
dos anticorpos primários foi retirado através da lavagem 2x com PBS por 5 minutos, 
prosseguindo-se com a incubação dos anticorpos secundários: ICAM anti-rat FITC e 
eNOS anti-habbit FITC (Sigma Aldrich)  diluídos 1:200 em PBS/BSA 1% por 40 min à 
temperatura ambiente e protegidos da luz. Novamente, Lavou-se o excesso 2x com 
PBS por 5 minutos, e realizou-se a contra coloração com 100μL de DAPI 0,5ug/ml 
diluído em metanol por 15minutos à 37ºC e protegido da luz. Em seguida, as células 
foram lavadas 1x com PBS, 3x com água destilada e colocadas para secagem 
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protegidas da luz. Para análise, as lamínulas foram fixadas em lâminas e observadas 
em microscópio BX600. As imagens foram realizadas com câmera Olympus Optical 
U-ULH. A análise da intensidade de fluorescência das lâminas foi realizada pelo 
programa ImageJ®.  
 
Ensaio de adesão celular 
 
Para este ensaio foram cultivadas aproximadamente 5x104 HUVECs/poço em 
placas de 24 poços e ativadas com 10ng de TNF-α em meio DMEM por 24 horas. 
Após este tempo, o meio DMEM contendo TNF-α foi trocado pelo acréscimo das 
concentrações 50µg/mL de DS e 25µg/mL de HEP e a cultura mantida por 72 horas 
até atingir a semi-coenfluência. Posteriormente ao tratamento, adicionou-se plaquetas 
(aproximadamente 1x109) coradas com rodamina 6G na cultura de HUVECs. Estas 
células foram isoladas como descrito a seguir.  
Para a obtenção das plaquetas, aproximadamente 20mL de sangue humano foi 
obtido e centrifugado. Na sequência, foi retirado o plasma rico em plaquetas (PRP) e 
centrifugado novamente. Em seguida, o pellet de plaquetas foi ressuspendido em 1mL 
de solução Tyrode, que contem 2% de heparina (10U/5mL) para que não ocorra 
agregação plaquetária. Dessa suspensão, foram contadas 1x109 de plaquetas na 
câmara de Neubauer. Posteriomente a contagem, foi adicionado 1% de rodamina 6G 
diluída no tampão tyrode à solução de tyrode-plaquetas por 1 hora. As plaquetas 
marcadas foram centrifugadas e ressuspendidas em 1mL de PBS. 
Para a análise, as plaquetas marcadas em solução PBS foram adicionadas em 
cada poço. Em seguida, as placas foram mantidas na estufa umedecida e aquecida a 
37°C por 30 minutos. Passado o tempo determinado na estufa, as células não 
aderidas foram lavadas e os poços foram fotografados em microscópio Zeiss 
Observer Z.1 (Zeiss, Alemanha), através do software Zeiss Zen, em aumento de 
100x. 
 
Análise Estatística  
 
A análise estatística foi realizada pelos programas Excel® e GraphPad Prism®. 
A significância foi determinada através do teste ‘One-way ANOVA’ com pós-teste 





Análise da caracterização das CPEs  
 
Utilizamos o método de citometria de fluxo para analisar a expressão de marcadores 
de superfície CD34, CD31 e CD45 em CPEs (figura 7). 
 
 
Figura 7. Análise da expressão de marcadores em CPEs por citometria de fluxo. 
Análise da expressão dos principais marcadores CD34, CD31 e CD45 em CPEs 
cultivadas por 30 dias em EGM2 e ativadas ou não com 10ng/mL de TNF-α por 24h.  
 
As CPEs obtidas a partir da diferenciação de CMNs retiradas da medula óssea 
de camundongos foram analisadas após serem cultivadas em meio EGM2 
suplementado com 10% de SFB por 30 dias, e ativadas ou não com 10ng/mL de TNF- 
α por 24h para simular um processo inflamatório in vitro.  
A análise dos dados nos permitiu observar que as CPEs cultivadas apenas 
com EGM2 suplementado com SFB por 30 dias apresentaram caráter endotelial. 
Houve uma maior expressão dos marcadores CD34 (21,27%), CD31 (26,55%) e 
apenas (6%) do marcador CD45 no grupo controle. Entretanto, quando analisamos as 
CPEs que receberam tratamento com 10ng/mL de TNF-α, a expressão de CD34 
(10,55%) foi menor, o nível de CD31(27,1%) se manteve quando comparado ao 
controle e o CD45 aumentou (14,5%). Estes resultados apontam que, além de 
adquirirem um fenótipo endotelial, estas células apresentaram caráter inflamatório, já 




Aspecto morfológico de HUVECs e CPEs  
 Para analisar o aspecto morfológico das células HUVECs, estas células foram 
cultivadas em meio DMEM e as CPEs em meio EGM-2, na presença ou ausência de 
diferentes concentrações DS e HEP, nos tempos de 24, 48 e 72h e as culturas foram 
analisadas por microscopia de contraste de fase em cada tempo.   
 
Figura 8. Morfologia das HUVECs tratadas com DS. Análise por microscopia de 
contraste de fase das HUVECs tratadas em diferentes concentrações de DS por 24, 




Figura 9. Morfologia das HUVECs tratadas com HEP. Análise por microscopia de 
contraste de fase das HUVECs tratadas em diferentes concentrações de HEP por 24, 







Figura 10. Morfologia das CPEs tratadas com DS. Análise por microscopia de 
contraste de fase das culturas de CPEs tratadas em diferentes concentrações de DS 





Figura 11. Morfologia das CPEs tratadas com HEP. Análise por microscopia de 
contraste de fase das CPEs tratadas em diferentes concentrações de HEP por 24, 48 




Figura 12. Morfologia das HUVECs coradas com Hematoxilina-Eosina. As células 
foram tratadas com 10ng/mL de TNF-α por 24h e posteriormente com as 
concentrações de 50µg/mL de DS ou 25µg/mL de HEP por 72h. N=3. Aumento 100x 
 
 
Figura 13. Morfologia das CPEs coradas com Hematoxilina-Eosina. As células 
foram tratadas com 10ng/mL de TNF-α por 24h e posteriormente com as 




Ao analisar o aspecto morfológico das culturas de HUVECs e CPEs (Figuras 7, 
8, 9 e 10) com as diferentes concentrações de DS e HEP nos tempos de 24, 48 e 72h, 
notamos que as células não apresentaram diferença em sua morfologia em nenhum 
dos tratamentos analisados. Também não foram observadas alterações morfológicas 
quando estas células foram ativadas com 10ng/mL de TNF-α e posteriormente 
tratadas com 50µg/mL de DS e 25µg/mL de HEP em relação ao controle (Figura 11 e 
12). Entretanto, as HUVECs apresentam, em sua maioria, formato esférico e 
organização de estruturas semelhantes a vasos sanguíneos. Já na cultura de CPEs, 
podemos observar células mais alongadas e com características de formação de 
colônias.   
 
Análise de proliferação celular em HUVECs 
Os gráficos a seguir mostram os resultados da análise de proliferação celular 
em cultura de HUVECs na presença ou ausência de diferentes concentrações de DS 
e HEP, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
 
 
Figura 14. Análise da proliferação celular de HUVECs na presença ou ausência 
de DS em diferentes concentrações e tempos de cultura. Após os tempos 
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determinados em cultura de HUVECs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi 
realizado o ensaio de sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de 
Elisa. N= 8. Os asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e 
entre os tratamentos. Valores de P≤ 0,05 foram considerados significativos. 
 
 
Figura 15. Análise da proliferação celular de HUVECs na presença ou ausência 
de HEP em diferentes concentrações e tempos de cultura. Após os tempos 
determinados em cultura de HUVECs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi 
realizado o ensaio de sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de 
Elisa. N= 8. Os asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e 
entre os tratamentos. Valores de P≤ 0,05 foram considerados significativos. 
 Com base na análise de proliferação celular realizada a partir do ensaio de 
SRB, as HUVECs não apresentaram alterações em sua taxa de crescimento nos 
meios contendo diferentes concentrações de DS no tempo de 24 horas (figura 13), 
comparativamente ao controle.  
 O tratamento com 50μg/mL de DS promoveu um crescimento significativo, de 
25%, P≤ 0,05, após 48 horas e de 29%, P≤ 0,05 após 72 horas de cultura (figura 13). 
Já no tratamento de HUVECs com meio na presença de diferentes 
concentrações de HEP, também não houve diferença significativa na proliferação 
celular no tempo de 24 horas (figura 11) quando comparado ao controle. Já nos 
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tratamentos de 48 e 72 horas (figura 14), as células expostas às concentrações 
25μg/mL e 50μg/mL apresentaram um crescimento significante, em 48 horas a 
concentração de 25μg/mL foi de (55,5%, P≤ 0,05) e 50μg/mL (45%, P≤ 0,05), em 
72horas a concentração de 25μg/mL (45,7%, P≤ 0,05) e 50μg/mL (27,4%, P≤ 0,05) 
quando comparados ao controle (figura 14). Sendo importante destacar que houve um 
maior aumento na proliferação destas células quando tratadas com 25μg/mL tanto no 
tempo de 48 horas quanto no tempo 72 horas. 
 
Análise de proliferação celular em CPEs  
Os gráficos a seguir apontam resultados da análise de proliferação celular em 
cultura de CPEs na presença ou ausência de diferentes concentrações de DS e HEP, 
nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
 
Figura 16. Análise da proliferação celular de CPEs na presença ou ausência de 
DS em diferentes concentrações e tempos de cultura. Após os tempos 
determinados em cultura de CPEs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi 
realizado o ensaio de sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de 
Elisa. N= 8. Os asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e 





Figura 17.  Análise da proliferação celular de CPEs na presença ou ausência de 
HEP em diferentes concentrações e tempos de cultura. Após os tempos 
determinados em cultura de CPEs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi 
realizado o ensaio de sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de 
Elisa. N= 8. Os asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e 
entre os tratamentos. Valores de P≤ 0,05 foram considerados significativos. 
Nas análises de proliferação celular de CPEs na presença de diferentes 
concentrações de DS, observamos que a proliferação destas células aumentou 
(25,1%, P≤ 0,05) com DS 50μg/mL após 48 horas e (28,5%, P≤ 0,05) após 72h, em 
relação ao controle. Não houve aumento significativo no tempo de 24 horas em 
nenhum dos tratamentos (figura 15).  
Quando tratamos as CPEs com as diferentes concentrações de HEP, foi 
possível constatar que em 48 horas houve um aumento significativo na proliferação 
de (40,6%, P≤ 0,05) com a concentração de 25μg/mL e (23,3%, P≤ 0,05) com 
50μg/mL. No tempo de 72 horas este aumento foi de (44,5%, P≤ 0,05) com a 
concentração de 25μg/mL e (15,4%, P≤ 0,05) com 50μg/mL após, respectivamente, 
quando comparado com o controle. Não ocorram diferenças significativas em nenhum 
tratamento após 24 horas (figura 16).  
Após as análises de proliferação com diferente concentrações de GAGs, 
pudemos observar que as concentrações de 50µg/mL de DS e 25 µg/mL de HEP 
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foram as que obtiveram maior proliferação, portanto, os próximos experimentos serão 
realizados com estas duas doses dos diferentes GAGs.   
 
Análise da proliferação celular de HUVECs após o tratamento com TNF-α 
Os gráficos a seguir apontam resultados da análise de proliferação celular em 
cultura de HUVECs ativadas com 10ng de TNF-α e depois tratadas com 
concentrações 50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
 
Figura 18. Análise da proliferação celular de HUVECs ativadas com 10ng/mL de 
TNF-α e tratadas com 50µg/mL de DS. Após os tempos determinados em cultura de 
HUVECs (104células/poço) em placa de 96wells, foi realizado o ensaio de 
sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de Elisa. N= 8. Os 
asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e (a) entre o 







Figura 19. Análise da proliferação celular de HUVECs ativadas com 10ng de 
TNF-α e tratadas com 25µg/mL de HEP. Após os tempos determinados em cultura 
de HUVECs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi realizado o ensaio de 
sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de Elisa. N= 8. Os 
asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e (a) entre o 
tratamento com HEP e TNF + HEP. Valores de P≤ 0,05 foram considerados 
significativos. 
 
 Após determinar as concentrações ideais de proliferação como DS 50µg/mL e 
HEP 25µg/mL, utilizamos o TNF-α para tratar as HUVECs mimetizando o processo 
inflamatório que pode ocorrer in vitro, no ensaio de proliferação celular. Tratamos 
estas células com 10ng/mL de TNF-α em meio DMEM por 24 horas. Em seguida, 
trocamos o tratamento pelas determinadas concentrações de DS e HEP por 72 horas. 
Ao analisar os dados, foi possível observar que a concentração 50µg/mL de DS 
aumentou significativamente (12,6%, P≤ 0,05) a proliferação de HUVECs mesmo 
após o tratamento com TNF-α, em relação ao controle. Não houve alteração na 
proliferação celular, quando comparamos o tratamento apenas com DS e o 
tratamento com TNF em conjunto com o DS em 48 horas, no entanto em 72 horas 





Quando comparamos o tratamento apenas com HEP e o tratamento com TNF-
α e HEP, notamos uma diminuição de 35% na proliferação celular de HUVECs em 48 
horas e 42% em 72 horas. Pudemos observar então que o efeito de aumento de 
proliferação observado tanto com DS, quanto com heparina desaparece quando as 
células são pré-tratadas com TNF-α, no entanto esta diminuição deixa os valores 
similares aos observados no controle não tratado. (figura 18)  
 
Análise da proliferação celular de CPEs após o tratamento com TNF-α 
 Os gráficos a seguir apontam resultados da análise de proliferação celular em 
cultura de CPEs ativadas com 10ng de TNF-α e depois tratadas com concentrações 
50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
 
Figura 20. Análise da proliferação celular de CPEs ativadas com 10ng/mL de 
TNF-α e tratadas com 50µg/mL de DS. Após os tempos determinados em cultura de 
HUVECs (104células/poço) em placa de 96wells, foi realizado o ensaio de 
sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de Elisa. N= 8. Os 
asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e entre os 





Figura 21. Análise da proliferação celular de CPEs ativadas com 10ng/mL de 
TNF-α e tratadas com 25µg/mL de HEP. Após os tempos determinados em cultura 
de HUVECs (104células/poço) em placa de 96 wells, foi realizado o ensaio de 
sulforrodamina B e leitura da absorbância à 540nm em leitor de Elisa. N= 8. Os 
asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle e (a) entre o 
tratamento com HEP e TNF mais HEP. Valores de P≤ 0,05 foram considerados 
significativos. 
 
 Utilizamos as mesmas concentrações de TNF-α, DS e HEP e na proliferação de 
CPEs. Foi acrescentado 10ng/mL de TNF-α em meio EGM-2 por 24 horas para ativar 
estas células. Após o tempo de 24 horas, tratamos as CPEs com 50µg/mL de DS e 
25µg/mL de HEP por 72 horas. Por meio da análise de dados, pudemos observar que 
não houve diferença significativa entre os tratamentos. (Figura 19) 
 Quando comparamos o tratamento apenas com HEP e o tratamento com TNF-α 
e HEP, notamos uma diminuição de 33% na proliferação celular de CPEs em 48 







Análise de adesão celular  
 As HUVECs receberam tratamento com 10ng de TNF-α em meio DMEM por 24 
horas, para sua ativação. Em seguida, tratadas com 50µg/mL de DS e 25µg/mL de 
HEP por 72 horas. As plaquetas obtidas e coradas com rodamina 6G foram colocadas 
em contato com a cultura de HUVECs e as que aderiram (figura 21) foram 
quantificadas e os dados analisados.  
 
 
Figura 22. Adesão de plaquetas em cultura de HUVECs. As HUVECs foram 
tratadas com 10ng de TNF-α por 24 horas e em seguida por 50µg/mL de DS ou 
25µg/mL de HEP por 72 horas. Após este tempo, as plaquetas coradas com rodamina 
6G foram colocadas em contato para análise de adesão. A seta branca grande indica 
as HUVECs e a pequena as plaquetas. N= 3. Valores de P≤ 0,05 foram considerados 
significativos. A solução de plaquetas coradas com rodamina 6G acaba corando 





Figura 23. Quantificação da adesão de plaquetas a monocamada de células 
endoteliais. Plaquetas coradas com rodamina 6G foram colocadas em contato com 
cultura de HUVECs por 30 minutos em estufa à 37ºC e posteriormente feita as 
contagens em 3 campos diferentes de plaquetas aderidas à cultura pelo programa 
ImageJ®. N= 3. Os asteriscos (*) indicam valores significativos em relação ao controle 
e (a) em relação ao tratamento apenas com TNF-α. Valores de P≤ 0,05 foram 
considerados significativos. 
 Através do gráfico podemos observar que o número de plaquetas aderidas à 
monocamada de HUVECs tratadas com apenas com 10ng/mL de TNF-α, foi 
significativamente 2 vezes maior (213%, P≤ 0,05) quando comparadas ao controle. 
Quando comparamos os tratamentos com TNF-α mais DS e TNF-α mais HEP com o 
tratamento apenas com TNF-α, observamos que o DS diminuiu aproximadamente 2 
vezes (192%)  e a HEP (240%) a aderência de plaquetas na monocamada de 
HUVECs. Está análise destaca que o tratamento com DS e HEP após o tratamento 
com TNF-α, foi capaz de normalizar o número de plaquetas aderidas em relação ao 
controle (figura 22).  
 
Análise de cicatrização celular  
 As HUVECs e CPEs foram submetidas ao tratamento com 10ng/mL de TNF-α 
em meio DMEM e EGM-2 por 24 horas. Na sequência foram tratadas com 50µg/mL 





no centro de cada poço e realizadas 3 medidas para análise de cicatrização por 24 
horas (figuras 23, 24, 25 e 26). 
 
Figura 24. Ensaio de cicatrização, resposta das HUVECs à lesão e ao DS. 
Microscopia de contraste de fase para análise da lesão na monocamada de 
células HUVECs. Após os tratamentos com 10ng/mL de TNF-α por 24 horas e com 
50µg/ml de DS por 72 horas, das HUVECs (5x104células/poço) em placa de 24 wells, 
foi realizado o ensaio de cicatrização e registradas fotos a cada 6 horas por 24 horas. 





Figura 25. Ensaio de cicatrização, resposta das HUVECs a lesão e ao HEP. 
Microscopia de contraste de fase para análise da lesão na monocamada de 
células HUVECs. Após os tratamentos com 10ng/mL de TNF-α por 24 horas e com 
25µg/ml de HEP por 72 horas, das HUVECs (5x104células/poço) em placa de 24 
wells, foi realizado o ensaio de cicatrização e registradas fotos a cada 6 horas por 24 
horas. N= 3. Aumento 100x. 
 
 
Figura 26. Ensaio de cicatrização, resposta das CPEs a lesão e ao DS. 
Microscopia de contraste de fase para análise da lesão na monocamada de 
células CPEs. Após os tratamentos com 10ng de TNF-α por 24 horas e com 50µg/ml 
de DS por 72 horas, das CPEs (5x104células/poço) em placa de 24 wells, foi realizado 
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Figura 27. Ensaio de cicatrização, resposta das CPEs á lesão e ao HEP. 
Microscopia de contraste de fase para análise da lesão na monocamada de 
células CPEs. Após os tratamentos com 10ng de TNF-α por 24 horas e com 25µg/ml 
de HEP por 72 horas, das CPEs (5x104células/poço) em placa de 24 wells, foi 
realizado o ensaio de cicatrização e registradas fotos a cada 6 horas por 24 horas. N= 





Figura 28. Análise da migração das células, ensaio de cicatrização celular com 
as HUVECs e o tratamento com TNF-α, DS e HEP. As HUVECs foram submetidas 
ao tratamento com 10ng de TNF-α em meio DMEM por 24 horas, para serem 
ativadas. Na sequência, tratadas com 50µg/mL de DS ou 25µg/mL de HEP por 72 
horas. Após determinado tempo, foi realizada uma lesão no centro de cada poço e 
realizadas 3 medidas para análise de cicatrização por 24 horas. N= 3. Os asteriscos 
(*) indicam valores significativos em relação ao controle e entre os tratamentos. 
Valores de P≤ 0,05 foram considerados significativos. 
 
 
Figura 29. Análise de migração de células, ensaio de cicatrização celular com as 
CPEs e o tratamento com TNF-α, DS e HEP. As CPEs foram submetidas ao 





ativadas. Na sequência, tratadas com 50µg/mL de DS e 25µg/mL de HEP por 72 
horas. Após este tempo, foi realizada uma lesão no centro de cada poço e realizadas 
3 medidas para análise de cicatrização por 24 horas. N= 3. 
 
A análise de cicatrização celular realizada em culturas de HUVECs e CPEs 
tratadas ou não com TNF-α por 24 horas, e posteriormente submetidas ao tratamento 
com as determinadas concentrações dos GAGs estudados por 72 horas foi feita para 
se determinar se  o tratamento com os GAGs iria interferir na migração celular após a 
lesão da monocamada. De acordo com os dados apresentados, pudemos observar 
que as células HUVECs apresentaram significativamente 72,78% e as CPEs 85,23% 
da área lesionada cicatrizada quando tratadas com TNF-α e HEP, em relação ao 
controle. Não houve diferenças significativas nos outros tratamentos analisados.  
 
Análise da presença de eNOS e ICAM-1 em HUVECs por imunofluorescência 
A detecção de eNOS e ICAM-1 em HUVECs foi analisada por 
imunofluorescência após o tratamento com 10ng de TNF-α por 24 horas e em seguida 
por 50μg/mL de DS e 25 μg/mL de HEP por 72 horas. E a quantificação da 






Figura 30. Expressão de eNOS em HUVECs. Imunofluorescência da expressão de eNOS em HUVECs após tratamento com 10ng/mL de 
TNF-α por 24 horas e em seguida por 50μg/mL de DS e 25 μg/mL de HEP por 72 horas. A fluorescência foi quantificada pelo programa 






Figura 31. Expressão de ICAM-1 em HUVECs. Imunofluorescência da expressão de ICAM-1 em HUVECs após tratamento com 10ng/mL 
de TNF-α por 24 horas e em seguida por 50μg/mL de DS e 25 μg/mL de HEP por 72 horas. A fluorescência foi quantificada pelo programa 










Figura 32. Quantificação da presença de eNOS e ICAM-1 em cultura de HUVECs 
tratadas TNFα, DS e HEP. As HUVECs foram submetidas ao tratamento com 
10ng/mL de TNF-α em meio EGM-2 por 24 horas, para serem ativadas. Na 
sequência, tratadas com 50µg/mL de DS e 25µg/mL de HEP por 72 horas. Após os 
respectivos tratamentos, as células foram marcadas com anticorpos eNOS e ICAM-1 
e a fluorescência foi quantificada pelo programa ImageJ®. 
 
Utilizamos a imunofluorescência para investigar a presença de eNOS e ICAM-1 
em HUVECs após serem submetidas aos diferentes tratamentos com TNF-α, DS e 
HEP. Dessa forma, os dados dispostos acima (figuras 29, 30 e 31) não apresentaram 
diferença significativa entre os grupos. Entretanto, ao analisar o gráfico (figura 31), 
podemos observar que o tratamento apenas com TNF-α foi capaz de aumentar a 
expressão de ICAM-1(11,5% quando comparado com o grupo controle, e que este 
efeito foi revertido quando tratamos estas células com os diferentes GAGs, visto que 
tanto a expressão de eNOS, quanto de ICAM-1 diminuíram.  
 
 
Análise da presença de eNOS e ICAM-1 em CPEs por imunofluorescência 
A presença de eNOS e ICAM-1 em CPEs foi analisada por imunofluorescência 





de DS e 25 μg/mL de HEP por 72 horas. A quantificação da fluorescência foi realizada 










Figura 33. Expressão de eNOS em CPEs. Imunofluorescência da expressão de eNOS em CPEs após tratamento com 10ng/mL de 
TNF-α por 24 horas e em seguida por 50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP por 72 horas. A fluorescência foi quantificada pelo programa 









Figura 34. Expressão de ICAM-1 em CPEs. Imunofluorescência da expressão de ICAM-1 em CPEs após tratamento com 10ng/mL 
de TNF-α por 24 horas e em seguida por 50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP por 72 horas. A fluorescência foi quantificada pelo 






Figura 35. Análise da expressão de eNOS e ICAM-1 em cultura de CPEs tratadas 
TNFα, DS e HEP. As CPEs foram submetidas ao tratamento com 10ng/mL de TNF-α 
em meio EGM-2 por 24 horas, para serem ativadas. Na sequência, tratadas com 
50µg/mL de DS e 25µg/mL de HEP por 72 horas. Após os respectivos tratamentos, as 
células foram marcadas com anticorpos eNOS e ICAM-1 e a fluorescência foi 
quantificada pelo programa ImageJ®. 
 
A presença de eNOS e ICAM-1 também foi analisada em culturas de CPEs 
após receberem os tratamento com TNF-α por 24 horas e em seguida com DS e HEP 
por 72 horas. Através fluorescência quantificada em cada grupo (figura 32, 33 e 34), 
observou que o TNF aumenta a expressão de ICAM (8,3%) em relação ao controle. 
Quando as CPEs receberam tratamentos com DS após ativadas serem ativadas com 
TNF-α retornam estes valores ao nível do controle, sem apresentarem, no entanto, 
com o método utilizado diferenças significativas. No entanto, o tratamento com DS ou 
heparina sozinhos não alteram os níveis de marcação com ICAM. Nenhum dos 
tratamentos altera a atividade de eNOS nas células.   
 
DISCUSSÃO 
Os altos índices de mortes por doenças cardiovasculares tem elevado o 
interesse de pesquisadores na busca por novos tratamentos.  A terapia celular que 





lesões endoteliais usadas pela medicina cardiovascular 96. Vários estudos in vivo têm 
sido realizados para entender a participação destas células no processo de 
remodelamento vascular após lesão em diferentes situações como, hipertensão 
arterial, diabetes, trombose e da interferência de várias drogas neste processo 1; 7; 54. 
No entanto, dentro de um sistema complexo como um organismo vivo é difícil 
determinar as vias de ação de drogas diretamente sobre este tipo celular, o que torna 
os estudos in vitro destas células um processo necessário para se compreender os 
mecanismos de ação de diferentes drogas nas células e complementar os estudos in 
vivo realizados 91; 97; 98; 99. 
Visto isso, nosso estudo buscou analisar a proliferação e viabilidade das 
HUVECs e CPEs tratadas com diferentes concentrações dos glicosaminoglicanos DS 
e HEP. Os resultados obtidos a partir do ensaio de SRB nos permitiram observar que 
as células apresentam um aumento de proliferação celular nas concentrações de 
50μg/mL de DS e 25μg/mL e 50μg/mL de HEP, nos tempos 48 e 72 horas. O 
tratamento com HEP nos permitiu observar ainda, que a concentração de 25μg/mL já 
é capaz de aumentar a proliferação celular quando comparada com a concentração 
de 50μg/mL.  
Hoover et al.88 demonstrou que a adição de diferentes concentrações, entre 
5μg/mL e 20μg/mL de HEP foram capazes de inibir a proliferação de células 
musculares lisas arteriais após 3 dias in vitro. Todavia, Thornton et al.91 observaram 
que proliferação e migração de células endoteliais humanas e bovinas aumentou 
quando tratadas em meio com a presença de 90μg/mL de HEP em conjunto com 
20μg/mL de fator de crescimento de células endoteliais (ECGF), em até 21 horas 
após o tratamento. Outros estudos realizados por Arimateia et al.99 ao comparar 
diferentes doses, 1μg/kg, 5μg/kg e 15μg/kg de HEP na reposta inflamatória e no 
recrutamento de leucócitos na cavidade peritoneal em ratos, constatou que as 
concentrações de  1μg/kg e 5μg/kg de HEP agiram como anti-inflamatório. Entretanto, 
na dose de 15μg/kg este GAGs aumentou a resposta pró-inflamatória ao elevar o 
número de neutrófilos na região analisada. Diante disto, acreditamos que o tratamento 
com 25μg/mL de HEP foi eficiente em aumentar a proliferação de CPEs in vitro no 
tempo de 72 horas. Por outro lado, concentrações maiores como a de 50μg/mL 




Em relação aos efeitos do DS, estudos in vitro já realizados em nosso 
laboratório destacam que o tratamento com a concentração de 50μg/mL deste GAG 
em culturas de células mononucleares extraídas da medula óssea de camundongos 
C57BL/6 aumentou a proliferação celular no tempo de 2 dias, o que também foi 
observado quando tratamos culturas de HUVECs e CPEs com a mesma 
concentração. Entretanto, não houve nenhuma alteração morfológica destas células 
em relação ao controle. Rasente et al.100 ao investigar os efeitos do dermatan de 
baixo peso molecular na proliferação e migração de células endoteliais, comprovou 
que este GAGs foi capaz de aumentar a proliferação e migração destas células. Estes 
estudos comportam a hipótese de que o DS pode ser capaz de aumentar proliferação 
de HUVECs e CPEs quando tratadas in vitro.  
O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória sintetizada por uma variedade de 
células, capaz de induzir diferentes respostas celulares em caso de lesão tecidual, 
incluindo ativação celular e proliferação 57; 61. Dessa forma, testamos as 
concentrações 50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP após tratamento das células com 
TNF-α e observamos que este, em conjunto com as concentrações de DS e HEP, 
inibiu a proliferação de HUVECs e CPEs. Mas em culturas de HUVECs houve 
aumento significativo na proliferação presença de TNF-α e DS. Arimateia et al.99 
mostraram ainda que a dose de 15μg/kg de HEP pode potencializar o efeito pró-
inflamótrio do TNF-α na resposta inflamatória. O que pode ter ocorrido quando as 
HUVECs e CPEs foram tratadas com esta citocina e posteriormente submetidas às 
concentrações de DS e HEP.  
O TNF-α não é geralmente detectável em organismos saudáveis, mas pode ser 
encontrado em altos níveis em condições infecciosas e inflamatórias 101; 102; 103. Seus 
diversos efeitos pró-inflamatórios são desencadeados pela ligação nos seus 
receptores TNFR1 e TNFR2 104. É possível compreender melhor os efeitos pró-
inflamatórios do TNF-α através de estudos envolvendo os mecanismos do 
remodelamento vascular. Estes mecanismos são desencadeados especialmente, pela 
ativação de plaquetas, células endoteliais e leucócitos pela liberação de diferentes 
quimiocinas e da expressão de moléculas de adesão como as selectinas e ICAM, 
capazes de conduzir células diante da resposta inflamatória para recuperem à área 
lesionada 105; 106; 107; 108. Diante disto, utilizamos o TNF-α numa concentração de 




papel destas células após indução da inflamação, nos processos de adesão 
envolvendo plaquetas e remodelamento do endotélio in vitro. A ativação, agregação e 
adesão de plaquetas são os passos iniciais responsáveis pela formação do trombo. 
Tais processos ocorrem devido à capacidade destas células aderirem à parede do 
vaso lesionado e em outras células ativadas. Sendo assim, realizamos um ensaio de 
adesão celular em que culturas de HUVECs foram ativadas com TNF-α por 24 horas 
e, em seguida, tratadas com as determinadas concentrações de DS e HEP por 72 
horas. Após o tempo de tratamento estabelecido, plaquetas foram colocadas em 
contato com a cultura de HUVECs para analisar número de células aderidas. Os 
dados expostos nos permitiram observar que as células ativadas apenas com TNF-α 
obtiveram um número significativo maior de plaquetas aderidas. Van Gils et al.109 
afirma que as plaquetas são importantes para manter a integridade do endotélio e que 
sua adesão está associada a moléculas expressas pelo endotélio diante de um 
processo inflamatório , o que pode ter influenciado no maior número de plaquetas 
aderidas após ativar inflamação nas células HUVECs com TNF-α in vitro, de acordo 
com nosso estudo.  
Já os tratamentos apenas com DS ou HEP podem ter inibido a adesão de 
plaquetas em cultura de HUVECs, sendo que estes tratamentos foram capazes de 
diminuir o número de plaquetas aderidas na monocamada de HUVECs quando 
tratadas em conjunto com o TNF-α. Estudos in vivo realizados em nosso laboratório, 
comprovam que estes GAGs  são capazes de inibir a agregação plaquetária em 
camundongos lesionados na artéria carótida, bem como a formação do trombo 1, 
corroborando o ensaio de adesão celular in vitro. Outro estudo realizado por Costa et 
al. em fase preparação, descreveram que o tratamento com DS e HEP inibiram a 
agregação plaquetária e que estes resultados foram mais eficientes quando 
comparados com o tratamento com heparina de baixo peso molecular.  
A caracterização de um endotélio saudável ou mesmo diante de uma situação 
inflamatória pode ser realizada através da expressão de moléculas que estão 
associadas na manutenção da integridade dos vasos sanguíneos. A molécula eNOS é 
conhecida por ser um importante vasodilatador  e um marcador eficaz de endotélio 
saudável 37. A proteína de adesão ICAM-1 é expressa pelo endotélio quando 
inflamado, responsável por mediar o rolamento de células para o local lesionado 53. 




submetidas ao tratamento com TNF-α por 24 horas e posteriormente com os GAGs 
DS e HEP. A análise realizada por imunofluorescência e sua quantificação pelo 
programa ImageJ® não apresentaram nenhuma diferença significativa. No entanto, 
notamos através dos gráficos que o tratamento com TNF induziu um aumento na 
expressão e ICAM-1 e que esta expressão foi normalizada pelo tratamento com os 
respectivos GAGs estudados. A marcação de eNOS teve uma tendência a ser maior 
no grupo controle dos dois tipos celulares investigados e no grupo tratado com 
apenas com DS em HUVECs. Estes resultados estão em concordância com os 
estudos realizados por Godoy et al.26 em nosso laboratório, que ao analisar os efeitos 
do tratamento com DS em conjunto com CPEs na resposta inflamatória inicial, 
demonstraram que a administração deste GAG foi eficaz ao aumentar a expressão de 
moléculas eNOS no local da lesão, em camundongos C57Bl/6 a após lesão da 
carótida. Costa et al. em fase de preparação, observou que o tratamento com DS 
induziu uma maior expressão de eNOS em camundongos C57Bl/6 a após lesão da 
carótida quando comparado os tratados com HEP e heparina de baixo peso 
molecular.   
O remodelamento vascular também é conhecido pelo processo de cicatrização 
que envolve principalmente interações entre, CEs, plaquetas e leucócitos e células 
musculares lisas mediadas por proteínas/fatores solúveis 45. Dessa forma, realizamos 
o ensaio de cicatrização in vitro com HUVECs e CPEs submetidas à ativação do TNF-
α para simular condições inflamatórias e aos tratamentos com 50μg/mL de DS e 
25μg/mL de HEP para melhor compreender a função destas células neste processo. 
Nesta análise, notamos que o tratamento com TNF-α mais HEP não foi capaz de 
reparar totalmente a área cicatrizada tanto em cultura de HUVECs quanto em CPEs e 
que o tratamento com TNF-α em conjunto com DS não foi eficiente no fechamento da 
lesão in vitro no tempo de 24 horas apenas em cultura de CPEs. Dados de Arimateia 
et al.99 já descritos anteriormente apontam a hipótese de que GAGs como a HEP 
podem potencializar o efeito pro inflamatório TNF-α dependendo da dose utilizada. 
Outros estudos destacam que o TNF-α pode inibir a proliferação de células endoteliais 
adultas 57; 110. O que pode estar de acordo com os resultados descrito nos ensaios de 
proliferação e de cicatrização na presença desta citocina. Rasente et al.100 analisaram 
os efeitos do dermatan sulfato de baixo peso molecular em CEs in vitro e 




através de mecanismos independentes do TNF-α. Este estudo corrobora com nossos 
resultados obtidos quando tratamos HUVECs com DS após serem ativadas com TNF-
α. Sielski et al. em fase de preparação, observaram em nosso laboratório que a 
terapia celular utilizando CPEs foi capaz de promover o reparo no remodelamento 
vascular em camundongos aterosclerótico lesionados na carótida. Estes dados estão 
de acordo com nossos resultados após observamos que as CPEs são capazes de 
reparar a área lesionada in vitro 111. 
 
CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 
 As concentrações 50μg/mL de DS e 25μg/mL de HEP foram capazes de 
aumentar a proliferação celular de HUVECs e CPEs nos tempos de 48 e 72 
horas.   
 A concentração de 50μg/mL de HEP após tratamento por 72 horas inibiu a 
proliferação de HUVECs, bem como de CPEs, o que aponta que altas 
concentrações de HEP em tempos prolongados podem ser prejudiciais às 
células.  
 O DS e a HEP foram capazes de inibir a adesão de plaquetas quando 
colocadas em contato com cultura de HUVECs tratadas com TNF-α por 24 
horas e após tratamento com os respectivos GAGs por 72 horas. 
 O tratamento com DS e a HEP foram capazes de aumentar a proliferação 
células, sem alterar sua morfologia. Estas células quando tratadas com TNF-α 
não tiveram sua proliferação alterada.  
 O tratamento com TNF-α aumentou a adesão de plaquetas na monocamada de 
células HUVECs e este efeito pode ser revertido através dos tratamentos com 
DS e HEP.  
 A concentração de 50μg/mL de DS foi mais eficaz que 25μg/mL de HEP no 
processo de cicatrização mesmo após o tratamento com TNF-α, o que pode 
ser uma alternativa no tratamento de lesões.   
 O tratamento com 10ng/mL de TNF-α em conjunto com 25μg/mL de HEP não 
foi capaz de reparar totalmente a cicatrização in vitro nas culturas de HUVECs 




 O tratamento com 10ng/mL de TNF-α mais 50μg/mL de DS não foi eficiente no 
processo no fechamento total da cicatrização na cultura de CPEs in vitro em 24 
horas. 
 O tratamento com 10ng de TNF-α por 24 horas foi capaz de aumentar a 
expressão de ICAM-1 em HUVECs e CPEs, e que esta expressão aumentada 
foi normalizada com posterior tratamento com DS e HEP após 72 horas.  
 O tratamento com 50μg/mL de DS por 72 horas induziu um maior aumento da 
expressão de eNOS em cultura de HUVECs .  
 
CONCLUSÕES GERAIS  
Em comparação com HEP, o DS pode ser considerado uma alternativa, 
auxiliando no processo de remodelamento vascular, aumentando a proliferação e 
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